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© Verfahren zur radioimmunologischen Bestinnmung von Prokollagen (Typ lil) und Prokolfagen-Peptid (Typ III), ; 
Herstellung von fur das Verfahren geeigneten:! Prokollagen-Peptid (Typ III) und zur Herstellung von 
Anti-Prokollagen-Peptid (Typ IID-Senim. 

(57) Zur radioimmunologischen Besiimmung von Prokolia- 
gen (Typ III) und Prokoilagen-Peptid {Typ III) werden eine 
bestimmte Menge radioaktiv markiertes Prokoliagen (Typ til) 
Oder Prokollagen-Peptid (Typ III) und ein hochspezifisches 
Anti-Prokoliagen- (Typ 111) -Serum bzw. Anti-Prokollagen- 
Peptid-(Typ lil)-Serum gemeinsam mit einer Probe mit 
unbekanntem Gehalt an Prokollagen (Typ III) oder Prokolla- 
gen-Peptid (Typ III) zur Reaktion gebracht, der gebildete 
'Antigen-Antikorper-Komplex wird abgetrennt, zweckmafSig 
durch Zusatz eines gegen das hochspezifische Antiserum 
gerichteten zweiten Antikorpers, und die Radioaktivitat des 
Kompiexes oder des Uberstandes gemessen. Hierfur geeig- 
netes hochgereinigtes Prokollagen-Peptid (Typ Ml) erhalt 
man durch Abbau von Gewebe Oder Korperflussigkeiten mit 
Koilagenase und Reinigung durch Immunadsorption und 
Chromatographie. 
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BE2EICHNUNG GEANDERT 
siehe Titelseite 



Radioi™,unologische Besti™,ung von Prol.ollaae„ 
ITyp III) >ind Prokollagen-Peptid (Typ In).' 



Erf.„ou„g betrifft .in Verf.hren zur ra.xol™„„„o- 
log.scen Besti^^ung von Procollagen ,Typ m, 
kollagen-Peptld (T,-p m, aie Herstelluno aines .u. 

^.e.es ve«a..en geelgneten Pro.ollagen-Pept^a. (T^ 

Procollagen (Typ In, i^t elne biosynthetische Vorl.n- 
ferfo™ einas .pe.iellen Kollagens (Typ in) , aas 
hauptsachlich In reti.ularen Blnaegewebe vorXon^t. .s 
XTllT slch von Kollagen (Typ m, auro. ein zn- 

ilrllT'' " loKalisiertes Peptidse,„e„t 

IProlcollagen-Peptid (TvD ITT) > ■ ^ , 

luna L- III)), das sich durch Behand- 

lung „it Kollagenase vom MolekUl abspalten last. 

Ne.e„ l™ofluores.e„.-„nte„uch.„gen .aben ge.eigt, 

" und ::"rr'^ ^^berzi^i: 

Procollagen (Typ In) Prokollagen-Peptid (Typ ni) 

begle.tet sind. Ber Maohweis dieser i. Blut .irkulie- 
renden Antigene erlaubt deshalb eine frUhzeitige Brlcen- 
nung derartiger Erltrankungen . 

I^unhistologischa Untersuchungen gestatten z„ar einen 
sp.z.frschen «aoh„eis dieser Antigene. lessen s.ch abL 
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nicht quantitativ auswerten. Dadurch ist die Aussage- 
kraft derartiger Methoden begrenzt. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, dieses 
Problem zu losen und ein quantitatives , rasch und ein- 
fach durchzufuhrendes Verfahren zur Bestiiranung dieser 
Antigene zu schaffen. 

Es wurde nun gefunden, daB eine quantitative Messung 
derartiger Antigene durch eine radioimmunologische Be- 
st iiTLmungsmethode moglich ist, 

Ein Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren 
zur radioirrJT'Unologischen Bestimmung von Prokollagen 
(Typ III) und Prokollagen-Peptid (Typ III), bei dem 
eine bestinmte Menge radioaktiv markiertes Prokollagen 
(Typ III) Oder Prokollagen-Peptid (Typ III) und ein 
hochspezif isches Ajiti-Prokollagen- (Typ III) -Serum oder 
ein Anti-Prokollagen-Peptid- (Typ III) -Serum gemeinsam 
mit einer Probe mit unbekanntem Gehalt an Prokollagen 
(T^^p III) Oder Prokollagen-Peptid (Typ III) zur Reak- 
tion gebracht v/erden. In ,der vom Radio-Immuno-Assay (RIA) 
an sich bekannten Weise konkurriert hierbei das radio- 
aktiv markierte Prokollagen bzw. Prokollagen-Peptid 
mit dem in der zu bestimmenden Probe enthaltenen, nicht- 
markierten Prokollagen oder Prokollagen-Peptid urn den 
Antikorper, so daft im gebildeten Antigen-Antikorper- 
Komplex die Radioaktivitat um so geringer ist, je mehr 
nichtmarkiertes Prokollagen bzw. Prokollagen-Peptid in 
der zu bestimmenden Probe enthalten ist. Der gebildete 
unlosliche Antigen-Ant ikorper-Komplex kann in iiblicher 
Weise aus der Losung abgetrennt und die darin enthalte- 
ne Radioaktivitat bestimmt werden. Alternativ ist es 
auch moglich, die in der Losung, also im Uberstand der 
Abtrennung des Antigen-Antikorper-Komplexes , verblei- 
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benae RadioaKtlvltat zu lessen. A„hand einer Eich.urve 
„xttel. Proben von beHannt.. Gehalt an ProkoUagen' 
o e. ProKoUa,en-Pept.. erstelit „u..e, l«t sicH .a„n 
^le „ der .u untars.chenden Probe anthaltene Menge Pro- 
kollagen oder Prokollag.n-Peptid fest.tellen. 

Die Trannung des Antlgen-AntiM5rper-KoMplexas von der 
Losung kann nach den hierfiir dam Pach.ann behannten, 
ubUchen «etboden arfolgen. „ie Abf i Itrieren , ;.baaugen 
Abzentrxfugieren „„d dergleichen. Auo. i=t es .6olic\ 
das ,,nt.aeru,r, an einen fasten Trager, baisplel swlise " 
d.e innenwand eines Reagenzglases gebundan, anzu-^ender. . 

Vorzugsweise wird das Verfahren so durchgaf uhrt , dar, a.<. 
iZZVT --ti-ProKolXaganl" 
^vo lrr\ .""^ ^"-"-Xoll-aen-Peptid- 
(Typ 111,-serurr, gebildeten Antigen-Antikorper-Ko.p, exe- 
von de™ nlchtu^geset.ten Antigen durch die VerwenLc 
ernes gegen das hochspezif rsche Seru. gerlcbteten z„;.- 
ten Antrhorpers erfolgt. Bevcrzugt „ird Merfiir ein 
tikorper gegen T -Immunoglobulin der fur die Gewinnuno 
des Antiserums verwendeten Tierart . 

Die MarKierung des Antigens, d. h. des Protollager= 
(-yp III) Oder Prokollagen-Peptids (Typ m, ,it Z„ 
Hadionuolid, .ann „it den fur die Radio.ar.ierung v^n 
Protexnen beKannten Hethoden durohgefuhrt werden . Als 
Radronuclid wird vorzug.weise Jod 125 verwendet . Zur 

T MetbT'r" Radionuclid wird die Chlora.in- 

T-Methode (int. Arch. Allergy. 29 185) bevorzugt. 

Fur die erfindungsgemaae Beatinvnungsmethode ist es ent 
scheidend, daB eine geeignete Quelle zur Gevinnung von 
Prokollagen-Peptid (Typ m) zur Verfiigung steht . Es 
hat sich nun gezeigt. daa die Herstellung von humanem 
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Oder tierischem, hochgereinigtem Prokollagen-Peptid (Typ 
III) aus Tiergewebe oder pathologischen Korperf liissig- 
keiten moglich ist, wenn das Gewebe mit Kollagenase ab- 
gebaut und das Prokollagen oder Prokollagen-Peptid aus 
5 dem Kollagenase-Extrakt oder der Korperf liissigkeit ab- 
getrennt und durch Kombination von chromatographischen 
Methoden und/oder Immunadsorption gereinigt wird. 

Ein v;eiterer Gegenstand der Erfindung ist daher ein Ver- 
io fahren zur Herstellung eines fur das erf indungsgemaf^e 

Bes t irrLTr.ungsverf ahren geeigneten hochgereinigten Prokol- 
lager.-Peptids (Typ III) , welches dadurch gekennzeich- 
net 1st, dafl humanes oder tierisches Gewebe oder patho- 
logische Korperf liissigkeit oder Kollagen-Extrakte der- 
15 selben mit Kollagenase abgebaut und das dabei gebilde- 
te Prokollagen oder Prokollagen-Peptid aus dem Kolla- 
genase-Extrakt Oder der Korperf liissigkeit abgetrennt 
und chromatographisch oder durch Immunadsorption oder 
durch Kombination dieser Methoden gereinigt wird. 

2o 

Als Tiergewebe haben sich fetale Kalberhaut und als Kor- 
perf liissigkeit humane Ascites-Fliissigkeit besonders er- 
giebig zur Gewinnung des Prokollagen-Peptids (Typ III) 
erwiesen . 

25 

Die Reinigung mittels Immunadsorption wird zweckmafSig 
wie folgt durchgef iihrt : In einem ersten Schritt werden 
gereinigte Antikorper gegen Prokollagen-Peptid (Typ 
III) unloslich gemacht. Die Reinigung der verwendeten 

3o Antikorper erfolgt zweckmaflig iiber Af f initatschromato- 
graphie, es kohnen jedoch auch die anderen fiir die An- 
t ikorperreinigung an sich bekannten Methoden angewendet 
werden. Bevorzugt werden aus Kaninchen gewonnene Anti- 
korper verwendet. Die Unloslichmachung erfolgt durch 

35 Fixierung an einen festen Trager nach den bekannten Me- 



• ♦ 



- S - 

0004940 



thoden der Fixierung biologisch aktiver Proteine an 
sta Trager. Bevorz.gt erfolgt die Bindung an mlt Bro™- 
cyan aktivierte Agarose ode. dia.otiert, p-*.i„obenzyI- 
celluloae. Mit dam so hergestaUten AntikSrparadsorbans 
werdan dxa gegebananfalls vorgereinigten Extrakte bz„ 
Korperflussigkeiten dann inkubiert. Das Prokollagen- " 
Paptia ixi, bindet biarbel an das AntikSrperadsor- 

bens und wird dann, zwackmaMgarweisa nach Waschan das 
Tragars, mit geaignaten Elutlonsmittaln «iedar aluiert 
Gealgnata Elutaonsmittel lassan sich durcb ainfache Vo;. 
varsucha leicht armittaln. Basondars gaeicnat arvles 
IIT I KSCN-Losung fur dia Elation, jedccb 

lassan sxoh salbstvarstandlloh aucb andera Salzlos.naen 
verwenden. 



Das so hargastellte gareinlgte Prokollagan-Peptid (T,-p 
III) w.rd dann znr I^unisiarung verwandet und so naoh 
aan ublichan Mathoden der ^^tiserumgawinnung ain hoch- 
spazifisohas Anti-Prokollagen-Peptid- (Typ 111,-saru., bar. 
gastallt. zwactonaaigarwaise erfolgt die l™„,unisieruno 
durah subkutana Injektion von Prokcllagen-Paptid (Typ 
III) .n versuchstiara, vorzugsweisa Kanlnchan. in Ge- 
genwart des komplatten Fraund'schan Adjuvans. in diasam 
bavorzugtan Fall betragt die Antigendosis dabei zweck- 
malligerweise etwa 2 mg/Tier. 

Der erfindungsgemaiSe Radio-Inunun-Test erlaubt die Mes 
sung von Konzentrationen bis in den Bereich von 1 ng/.l 
Darnxt xst es moglich, den Test zur Feststellung von An-' 
txgen in Humanseren einzusetzen. Ein Vergleich von Pro- 
banden .it Leberfibrose zeigte einen bis ^u zehnfachen 
Anst.eg in der Konzentration des Antigens, wodurch Le- 
bererkrankungen sicher festgestellt werden konnen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter. 
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Eeispiell 

Durchfubrung des Radio-Immun-Tests : 

25^ug Prokollagen-Peptid (Typ III) werden mit 1 Milli- 
Curie Jod 125 nach der Chloramin-T-Methode marlciert und 
langebundenes Jod durch Dialyse entfernt. Die weiteren 
Schritte bei der Herstellung des Radio-Immun-Tests wer- 
den vorzugsweise in Gegerv:art von o,o4 % eines nichtio- 
r.ischen Detergens, wie z B. Tween 2o, dur chgef uhrt . Bin- 
cuncskurven mit Antikorpc- werden mit 2 ng markiertem 
Peptic bestimiTit. Die Konzentrat ion an Prokollagen-Pep- 
tid (Ivp III) in einer unbekannten Probe von Serum oder 
andere^i Korperf lussickeiten v/ird in folgendem Inhibi- 
tionstest bestimmt r 

Eine bestimmte Menge des Antikorpers wird mit der unbe- 
kannten Probe 6 Stunden bei 4^C vorinkubiert und- nach 
Zugabe von 2 ng markiertem Peptid weitere 12 Stunden bei 
4^C inkubiert. Danach wird ein Uberschuf5> von Antikorper 
cecen Kaninchen- ^-Immunglobulin zugesetzt und das im 
Iramunkomplex gebundene Antigen aus der Losung abgetrennt 
Die Inhibitionsaktivitat der unbekannten Probe wird mit 
der Aktivitat einer Standard-Konzentration von nichtmar- 
klertemc Prokollager.-Peptid (T\-p III) verglichen. 

Beispiel 2 

Herstellung von Prokollagen-Peptid (Typ III): 

Prokollagen-Peptid (Typ III) wird heirgestellt durch Ein- 
wirkung von Kollagenase auf Prokollagen (Typ III) bei 
37^C. Hierbei wird das Peptid keinen Denaturierungsmit- 
teln ausgesetzt. Zur Herstellung groBerer Mengen des 
Peptids wird ein modif iziertes Verfahren angewendet, 
Alle Verfahrensschritte bis zur Einwirkung der Kollage- 
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nase werden im Kalteraum durchgef iihrt , Die verschiede- 
nen NaCl-Losungen , die zur Loslichmachung eingesetzt 
werden, enthalten o,o5 M Tris-HCl, pH 7,4, o,ol M ADTA, 
Natriumazid (2oo mg/ml) und die Proteasen-Inhibitoren 
5 Phenylmethylsulfonylf luorid O^ug/ml) und p-Chlormer- 
curibenzoat (3^ug/ml) , 

Fetale Kalberhaut (3 kg) wird in lo 1 1 M NaCl homoge- 
nisiert und zwei Tage lang extrahiert. Gelostes Kolla- 

lo gen wird aus dem Extrakt gefallt durch Zugabe von fe- 

stem NaCl bis zu einer Endkonzentration von 2,5 M. Nach 
Riihren iiber Nacht wire das Prazipitat durch Zentrifugie- 
rung gesaimielt (ISoo xg, 2o Minuten) , zweimal mit 2,5 M 
NaCl gewaschen und wieder aufgelost, indem es iiber Nacht 

15 in lo 1 o,5 M NaCl gerilhrt v;ird. Kleine Mengen unlbsli- 
chen Materials werden durch Zentrif ugierung entfernt. 
Die so erhaltene Mischung von Kollagen (Typ III) und 
Prokollagen (Typ III) wird dann mit 1,6 M NaCl gefallt. 
Das Prazipitat wird dann in 2 1 o,o5 M Tris-HCl (pK S,o) 

2o suspendiert und nach Zusatz von o,o2 M CaCl^ 2o Minuten 
lang bei 5c^C erhitzt und anschlielSend 3 Stunden bei 
37^C zusammen mit ISoo Einheiten bakterieller Kollage- 
nase pro Gramm feuchtes Prazipitat inkubiert. Nach Ein- 
v/irkung der Kollagenase wird das gebildete Prazipitat 

25 durch- Zentrif ugierung abgetrennt und die Lcsung dialy- 
siert gegen o,oo5 M Tris-KCl, pH 8 , 6 , 8 M Harnstoff und 
liber die DEAE-Cellulosesaule (5,o x 3o cm) gegeben, die 
mit dem gleichen Puffer aquilibriert wurde . 

3o Die auf der Saule gebundenen Proteine werden mit NaCl- 
Losungen ausgewaschen , deren Konzentration von o bis 
o,3 M ansteigt. Die gesamte Elutionsmenge betragt 2 1. 
Die aus der Saule ausf liel!»ende Losung wird beziiglich 
der Adsorption bei 236 nm und ihrer Ant igenakti vitat 

35 durch Verwendung von Antikorpern uberpruft, die spezi- 



BNSDOCID: <EP 0004940A1 _l_> 



0004940 

fisch fiir das amino-terminale Segment des Prokollagens 
(Typ III) sind. Normalerweise enthalt der letzte Peak, 
der aus der Saule eluiert wird, das Prokollagen-Peptid 
(Typ III) • Das Peptid wird durch Dialyse gegen destil- 
5 I'iertes Wasser entsalzt und lyophilisiert • Die weitere 
Reinigung erfolgt auf einer Saule mit Agarose A 1^5 M 
(2 X 12o cm), die mit 1 M CaCl2. o,o5 M Tris-HCl, pH 
7,5, aquilibriert ist. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur radioiirununologischen Bestimmung von 
Prokollagen (Typ in) und Prokollagen-Peptid (Typ in), 
dadurch gekennzeichnet,dalJ eine best™.- 
te Menge radioaktiv markiertes Prokollagen (Typ in) 
Oder Prokollagen-Peptid (Typ in) und ein hochspezifi- 
sches Anti-Prokollagen-(Typ III) -Serum bzw. Anti-Pro- 
kollagen-Peptid- (Typ III) -Serum gemeinsam mit einer Pro- 
be mit unbekanntem Gehalt an Prokollagen (Typ m) oder 
Prokollagen-Peptid (Typ in) zur Reaktion gebracht wer- 
den, der gebildete Antigen-Antikorper-Komplex abgetrennt 
und die Radioaktivitat des Komplexes oder des Uberstan- 
des gemessen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 

2 e i c h n e t , daiS ein mit einem Radionuclid markier- 
tes Prokollagen (Typ III) oder Prokollagen-Peptid (Typ 
III) verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch g e k e n n - 
z e i c h n e t , dall als Radionuclid Jod 125 verwendet 



wird. 



4, 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 

aus Anti- 



dadurch gekennzeichnet, da/5 der 
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Prokollagen- (Typ III) -Serum bzw. Anti-Prokollagen-Pep- 
tid- (Typ III) -Serum und Prokollagen (Typ III) bzw. Pro- 
kollagen-Peptid (Typ III) gebildete Antigen-Antikorper- 
Komplex von nichtumgesetztem Antigen durch Zusatz eines 
5 gegen das hochspezif ische Antiserum gerichteten zweiten 
Ajitikorpers und Abtrennung des damit gebildeten Komple- 
xes vom Uber stand, abgetrennt wird. 

5. Verfahren zur Herstellung von fiir das Verfahren 

ic von Anspruch 1 bis 4 geeignetem hochgereinigtem Prokol- 
lecen-Peptic (Typ III) . dadurch gekennzeich- 
n e t , can hu:".ar-es oder tierisches Gewebe oder patho- 
logische Kcrperf liissigkei ten bzw. Kollagenextrakte da- 
von rPiit Kollegenase abgebaut und das dabei gebildete 

15 Prokollagen oder Prokollacen-Peptid abgetrennt und durch 
Kombination von chromatographischen Methoden und/oder 
Immunadsorption gereinigt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, -dadurch g e k e n n - 
2c zeichnet, dafS als Tiergewebe fetale Kalberhaut 

bzw. als Korperf llissigkeit humane Asci tesf llissigkeit 
eingesetzt vrird . 

7. Verfahren zur Herstellung eines hochspezif ischen 
25 Anti-Prokollagen-Peptid- (Typ III) -Serums , dadurch 

gekennzeichnet , daf?) ein nach Ajispruch 5 
Oder 6 hergestelltes Prokollagen-Peptid (Typ III) zur 
Immunisierung von Versuchstieren verwendet und deren 
Serum gewonnen wird. 
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